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La presente invenzione riguarda una nuova classe di composti ad 
attivita antitumorale. Piu precisamente l'invenzione si riferisce all'uso di 



composti di formula generale (I): 



X + -CH 2 -CH-CH 2 -Y' 
I 

Z 



12 FEB. 2004 



MM A M O 



dove X + e scelto tra KT^R,, R 2 , R 3 ) e P + (Ri, R 2 , R 3 ), in cui Ri, R 2 , R 3 
sono scelti tra H ed alchili uguali o diversi, lineari o ramificati, aventi da 1 a 9 

atomi di carbonio, 

-CH=NH(NH 2 ), -NH 2 , -OH; oppure uno o piu tra Ri, R 2 e R 3 formano 
con l'azoto un sistema eterociclico saturo o insaturo, monociclico o biciclico; 
con la condizione che almeno uno tra R, , R 2 , R 3 e diverso da H; 

Z e scelto tra: 

-OR4, 

-ocooR,, Ml 2004 A 0 0 0 2 3 0 

-OCONHR4, 

-OCSNHR4, 

-OCSOR4, 
-NHRj, 

-NHCOR4, 
-NHCSR4, 
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-NHCOOR4, 

-NHCSOR4, 
-NHCONHR4, 

-NHCSNHR4, 

-NHSOR4, 
-NHSONHR4, 

-NHSO2R4, 

-NHSO2NHR4, 

-SR4, 

dove R4 e un alchile avente da 2 a 20 atomi di carbonio; 

Y" e scelto tra -COO-, -PO3H-, -OPO3H-, tetrazolato-5-il, 

per la preparazione di un medicamento antitumorale. 

Tra i composti di formula generate I, sono preferiti quelli in cui X e un 
gruppo N(Ri, R 2 , R3), pi* preferibilmente X t trimetilammonio. Se presente, il 
sistema eterociclico formato da R,, R 2 e R 3 e preferibilmente scelto tra 
morfolinio, piridinio, pirrolidinio, chinolinio, chinuclidinio. 

In un altro caso preferito, Ri e R 2 sono rappresentati da H, ed R 3 6 

scelto tra -CH=NH(NH 2 ), -NH 2 , -OH. 

II gruppo R4 b preferibilmente un alchile lineare o ramificato, saturo o 
instauro, contenente da 7 a 20 atomi di carbonio I gruppi R4 preferiti sono 
scelti tra eptile, ottile, nonile, decile, undecile, dodecile, trideciie, tetradecile, 

_ * 

pentadecile, esadecile, eptadecile, octadecile, nonadecile, eicosile. 

Esempi preferiti di Z sono i gruppi ureido (-NHCONHR4) e 
carbammato (-OCONHR4). 

+ 

In particolare si preferiscono i composti di formula (I) in cui X , Ri, 
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R 2 , R 3 hanno i significati sopra descritti, Z t ureido (-NHCONHR4) o 

carbammato (-OCONHR4X ed R4 e un alchile lineare o ramificato, saturo o 

insaturo, avente da 7 a 20, preferibilmente da 9 a 18 atomi di carbonio. I 

prodotti di formula (I) posseggono un centro di asimmetria sull'atomo di 

carbonio legato al gruppo Z. Ai fini della presente invenzione, ciascuno dei 

prodotti di formula (I) pud esistere sia come miscela racemica R,S, sia nelle 

forme isomeriche separate R/S. 

I prodotti di formula (I) sono derivati ammonici o fosfonici quaternari 
(X + ) sempre contenenti un gruppo anionico (Y ). Dipendentemente dal pH, 
ciascuno dei prodotti di formula (I) pud esistere indifferentemente come 
.anfoione (sale interno), o come prodotto in cui Y" e presente in forma YH. 

In tal caso X + b salificato con l'anione di un acido farmacologicamente 
accettabile. La formula (I) copre tutte queste diverse possibility di 
saliflcazione, 

Prodotti di formula (I) maggiormente preferiti sono i seguenti: 

1) R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbamoil)-ammino-butirrato 

2) R,S-4-chinuclidinio-3-(tetradecilossicarbonil)-ossi-butirrato 

3) R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbamoil)-ossi~butirrato 

4) Acido R 5 S-4-trimetilammonio-3-(nonilossicarbonil)-ossi-butirrico cloruro 

5) R,S-4-trimetilfosfonio-3-(nonilcarbamoil)-ossi-butirrato 

6) R ? S-4-trimetilammonio-3-(ottilossicarbonil)-ammino-butirrato 

7) R 5 S-4-trimetilammonio-3-(nonilossicarbonil)-ammino-butirrato 

8) R,S-4-trimetilammonio-3-ottilossi-butirrato 

9) R,S-4-trimetilammonio-3-tetradecilossi-butirrato 

10) R,S-l-guanidinio-2-tetradecilossi-3-(tetrazol-5-il)-propano 
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11) R,S-l-trimetilammonio-2-tetradecilossi-3-(tetrazol-5-il)-propano 

12) R,S-3-chinuclidinio-2-(tetradecilossicarbonil)-ossi-l-propanfosfon^ 

monobasico 

13) R,S-3-trimetilammomo 
monobasico 

14) Acido R,S-3-priridinio-2<nonilainminocarbonil)-ossi-l-propanfosfonico 
cloruro 

15) R-4-trimetilammonio-3-(tetradecilcarbamoil)-ammino-butirrato 

16) R-4.trimetilammonio-3-(undecilcarbamoil)-ammino-butirrato 

17) R-4-trimetilanmionio-3-(eptilcarbamoil)-ammino-butirrato 

- 1 8) R,S-4-trimetilammonio-3-(noniltiocarbamoil)-ammino-butirrato 

19) R-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbamoil)-ammino-butirrato 

20) S-4-trimetilammonio-3<nonilcarbamoil)-ammino-butirrato 

21) S-4-trimetilammonio-3-(tetradecilcarbamoil)-ammino-butirrato 

22) R 5 S-4-trimetilammonio-3-tetradecilamrnino-butiiTato 

23) R,S-4-trimetilammonio-3-ottilammino-butirrato 

24) R,S-4-trimetilammonio-3-(decansolfonil)-ammino-butirrato 

25) R 9 S-4-trimetilammonio-3-(nonilsolfamoil)-ammino-butirrato 

26) S-4-trimetilammonio-3-(dodecansolfonil)-arnmino-butirrato ^^^^ffl ; 



27) 



28) 



29) 



30) 



R>4-trimetilammonio-3-(dodecansolfonil)-ammino-butirrato 



R-4-trimetilammonio-3-(undecilsolfamoil)-ammino-butirrato 



R-4-trimetilammonio-3-(dodecilcarbamoil)-ammino-butirrato 



S-4-trimetilaininonio-3-(undecilsolfamoil)-ammino-butirrato 




3D 



R-4-trimetilaiximonio-3-(10-fenossidecilcarbamoil)-ammino-butirrato 



32) 



R-4^trimetilammonio-3-(trans-b-stirenesolfonil)-ammino--butirrato 
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La preparazione dei composti di formula (I) e descritta nella domanda 
di brevetto pubblicata al numero WO 99/59957 a nome della stessa 
richiedente, qui interamente incorporata per riferimento. Nella stessa 
domanda di brevetto si descrive l'uso dei composti (I) per il trattamento di 
stati iperglicemici quali il diabete e le patologie ad esso associate. L'attivita 
terapeutica dei composti (I) e attribuita ad un loro effetto di inibizione della 
carnitina palmitoil trasferasi (CPT). 

In studi in vitro su diverse linee cellulari tumorali, si e 
sorprendentemente trovato che i composti (I) sono in grado di esercitare un 
marcato effetto antiproliferativo e tumoricida indipendente dall'attivita di 
.inibizione di CPT. A riprova di cid, un noto inibitore della CPT-1, Tetomoxir, 
saggiato nelle stesse condizioni sperimentali utilizzate per i composti (I), non 
mostrava alcuna attivita antiproliferatiVa o tumoricida. I risultati in vitro sono 
stati successivamente confermati in vivo su modelli animali di tumore. Anche 
in questo caso, i composti (I) si sono dimostrati efficaci nel ridurre la massa 
tumorale a bassi dosaggi senza effetti collaterali di rilievo. 

E' pertanto oggetto della presente invenzione I'utilizzo dei composti (I) 
nella preparazione di un medicamento antitumorale. 

Tra i tumori che possono essere trattati con i composti (I) si citano in 
particolare leucemie, carcinomi, linfomi, sarcomi, cancro della mammella, 
polmone, stomaco, testa e collo, retto, vescica ed altri, preferibilmente 
leucemia ed epatocarcinoma. II trattamento terapeutico pud essere effettuato 
a diversi stadi della crescita, proliferazione o diffusione tumorale. 

Per l'uso in terapia, i composti I dovranno essere formulati con veicoli 
ed eccipienti farmaceuticamente accettabili. Le composizioni farmaceutiche 



- 7 - Bianchetti Bracco Minoja s.r 

Bianchetti Giuseppe ed altri 

secondo la presente invenzione sono idonee alia somministrazione orale, 
parenteral, rettale, transdermica o intralesionale. Esempi di forme orali e 
parenterali comprendono capsule, compresse, granulati, polveri, sciroppi e, 
rispettivamente, soluzioni o emulsioni. 

II dosaggio dei composti (I) varia in relazione al tipo di prodotto 
impiegato, alia via di somministrazione e al grado di avanzamento della 
malattia. E' generalmente accettabile un dosaggio che permetta di ottenere 
una concentrazione plasmatica di principio attivo pari a 
0,1-50 ^M, preferibilmente 0,5-30 jjM. 

Un altro aspetto deir invenzione riguarda preparazioni contenenti un 
.composto (I) in combinazione con agenti antitumoraii diversi, per uso 
simultaneo, separato o sequenziale nel trattamento del tumore. Esempi di 
agenti antitumoraii che possono essere utilizzati in associazione con i 
composti (I) comprendono sostanze citotossiche o citostatiche, antimetabolite 
antiormonali, alcaloidi, antibiotici, in particolare antraciclinici, agenti 
alchilanti, peptidi, modificatori della risposta biologica, citochine ed altri. 

La scelta della specifica combinazione di principi attivi, del loro 
dosaggio e modalita di somministrazione, dipende dal tipo di tumore, dalla 
sua eventuale resistenza al trattamento farmacologico, dalla tolleranza del 
paziente e da altre variabili da valutare di volta in volta. 

Gli esempi che seguono illustrano r invenzione in maggior dettagli^-^ 
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Esempio 1 

Effetto inibitorio sulla proliferazione ed attivita proapoptotica del 
composto R-4-trimetilammonio-3-(tetradecilcarbamoil)-ammino-butirrato 

(ST1326) su cellule di epatocarcinoma umano (HepG2) in vitro. 

La linea cellulare tumorale HepG2 e stata fornita da ATCC (American 
Type Cell Culture - Mannas, Virginia, numero HB-8065) e successivamente 
sviluppata nel nostro laboratorio. Le cellule sono state coltivate in terreno 
MEM integrato con FCS (siero fetale bovino) al 10%, Na-piruvato 1 mM, 
L-glutamina 2 mM, aminoacidi non essenziali 0,1 mM, e antibiotici 
(penicillina/streptomicina). Tale mezzo di coltura viene definito terreno 
.complete. Tutti i terreni e i prodotti ancillari utilizzati per la coltura sono stati 
forniti da Hyclone-Celbio, Milano. Le cellule sono state inoculate in capsule 
di Petri di 60 mm di diametro. Dopo il piastramento le cellule sono state 
lasciate crescere per 24 ore prima del trattamento. 

L'esperimento e stato condotto aggiungendo a cellule HepG2 a 
semiconfluenza dosi scalari della molecola da saggiare (Kogure et al. Cancer 
Chemother. Pharmacol., 2003; DOI. 10.1007/s); 1' effetto antiproliferativo e 
proapoptotico e stato valutato a differenti tempi dall'inizio della coltura. 

II disegno sperimentale ha previsto l'aggiunta del composto in alcuni 
casi solo all'inizio della coltura cellulare verificandone gli effetti ai tempi 
prestabiliti, in altri riesposizione alia sostanza ogni 24 ore dopo aver 
opportunamente allontanato il mezzo condizionato ed aver lavato le cellule 
con terreno complete. La conta cellulare e stata effettuata in camera di Btirker 
con opportune diluizioni in presenza di colorante vitale per evidenziare le 
cellule vive. In particolare, il conteggio delle cellule e stato eseguito 
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raanualmente tramite il metodo di esclusione del trypan blue a 0, 24 e 48 ore 
dal trattamento. Per ciascun esperimento sono state eseguite almeno 10 conte 
cellulari differenziate e ogni trattamento b stato eseguito in quadruplicato. 

Un'ulteriore analisi ha previsto l'uso della citofluorimetria utilizzando 
come marcatore delle cellule vitali lo ioduro di propidio. II composto b stato 
saggiato verso una molecola di analoga attivite (etomoxir) per valutare se 
l'eventuale effetto tumoricida era da attribuire alia sola inibizione della 
CPT-1 o sottintendeva meccanismi assolutamente originali. I dati indicativi 

sono elencati nella figura. 

Sorprendentemente i risultati hanno dimostrato che solo il composto 
,ST1326 b stato in grado di evidenziare in vitro un effetto antiproliferativo 
abbinato ad una significativa azione tumoricida. 

Contemporaneamente sono stati eseguiti saggi sulla vitalita cellulare 
utilizzando tecniche di citofluorimetria a flusso. I dati riassunti nella tabella 1 
riguardano cellule trattate un'unica volta al tempo 0; la mortalita cellulare (a 
24, 48 e 72 ore) b stata calcolata in percentuale (mediaideviazione standard) 




rispetto a 10.000 eventi acquisiti. 



Tabella 1 



TRATTAMENTO 


24 ore 


48 ore 


72 ore jfi-JG 


Controllo 


9,5±1,1 


10,2±0,47 


11,78±1,9X<I 


Etomoxir 5 jxM 


10,8±1,65 


11,8±0,4 


10,1±2,1 


Etomoxir 20 jiM 


13,04±1,07 


11,2±1,3 


11,7±1,3 


ST1326 0,1 fiM 


15,3±2,1 


27,3±2,2 


49,9±1,2 


1 ST1326 5 pM 


25,78±1,70 


56,29±1,51 


93, 4 8± 1,5 


ST1326 10 pM 


53,21±1,5 


85,10±0,9 


96,3±1,1 


ST1326 20 mM 


88,22±1,9 


89,10±0,17 


98,51±1,3 



.oOj 
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Sono stati anche effettuati esperimenti in cui la molecola da saggiare e 

stata aggiunta, come gi& precedentemente descritto, ogni 24 ore dopo aver 

opportunamente prelevato i supernatanti delle colture e lavate le stesse con 

terreno completo. In questo caso si 6 voluto evidenziare l'effetto additivo di 

successive aggiunte della molecola sulla vitality cellulare (tabella 2). II 

controllo 6 stato effettuato eliminando il supernatante ed aggiungendo solo 

terreno completo. La mortality cellulare (a 48 e 72 ore) 6 stata calcolata in 

percentuale (media±deviazione standard) rispetto a 10.000 eventi acquisiti. 

Tabella 2 



TRATTAMENTO 


48 ore * 


72 ore ** 1 

« 


Controllo 


9,3±1,3 


13,06±1,5 


Etomoxir 5 pM 


10,17±1,7 


12,6±1,1 


Etomoxir 20 |uM 


13,9±1,2 


14,1±0,9 


ST1326 0,1 nM 


45±2,0 


56,5±1,2 


ST1326 5 pM 


64,7±1,7 


89,7±1>4 


ST1326 10 pM 


. 87,5±2,03 


91,3±1,9 


ST1326 20 pM 


93,9±1,03 


98,1±0,9 | 



* : seconda aggiunta della molecola da saggiare dopo aver eliminato il 
supernatante; 

**: terza aggiunta della molecola da saggiare dopo aver eliminato il 
supernatante. 
Esempio 2 

Attivita proapoptotica del composto ST1326 su cellule di leucemia acuta a 

cellule T (Jurkat) in vitro. 

La linea cellulare tumorale Jurkat e stata fornita da ATCC (American 
Type Cell Culture - Mannas, Virginia, numero TIB-152) e successivamente 
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sviluppata nel nostro laboratorio. Le cellule sono state coltivate in terreno 
RPMI 1640 integrato con FCS (siero fetale bovino) al 10%, Na-piruvato 
1 raM, L-glutamina 2 mM, glucosio 4,5 g/L, HEPES 10 mM, e antibiotici 
(penicillina/streptomicina). Tale mezzo di coltura viene definite terreno 
completo. Tutti i terreni e i prodotti ancillari utilizzati per la coltura sono stati 
forniti da Hyclone-Celbio, Milano. Le cellule sono state inoculate in fiasche 
da 25 mm 2 . Dopo il piastramento le cellule sono state lasciate sviluppare per 
24 ore prima del trattamento. 

L'esperimento e stato condotto aggiungendo a cellule Jurkat a 
semiconfluenza dosi scalari della molecola da saggiare; l'effetto 

t 

. proapoptotico b stato valutato a differenti tempi dall'inizio della coltura. 

II disegno sperimentale ha previsto Paggiunta del composto solo 
all'inizio della coltura cellulare verificandone gli effetti ai tempi prestabiliti. I 
dati sulla mortality cellulare sono stati ottenuti utilizzando esclusivamente 
tecniche di citofluorimetria a flusso con ioduro di propidio, tenendo conto che 
Pesecuzione di questi saggi risulta essere estremamente facilitata dal fatto che 
queste cellule vivono in sospensione. 

La tabella 3 evidenzia come la sensibility delle cellule Jurkat all'azione 
tumoricida del composto in oggetto sia estremamente piil elevata rispetto alle 
cellule HepG2. Per tale motivo la verifica sulla mortality cellulare 6 stata 
effettuata giy dopo 2 ore dall'inizio del trattamento e quindi a 24, 48 e 72 ore. 

La mortality e stata calcolata in percentuale rispetto a 10.000 eventi 

* 

standard acquisiti. In considerazione del fatto che i dati risultano essere 
estremamente sovrapponibili gli uni agli altri con una minima deviazione in 
tutte le letture effettuate per un singolo esperimento, vengono di seguito 
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riportate le medie di 5 letture citofluorimetriche senza deviazione standard. 

Tabella 3 




Inoltre, per escludere fenomeni di tossicite verso linfociti normali di 
sangue periferico (PBMC) da parte della molecola saggiata, sono stati eseguiti 
test di vitalita anche con cellule linfocitarie prelevate da soggetti sarii e messe 
a contatto con il composto da analizzare. 

I risultati ottenuti riportati in tabella 4 solo per il tempo a 72 ore, 
indicano che il composto saggiato non mostra tossicit& nei confronti di PBMC 
alle dosi che si sono mostrate tumoricide nei confronti delle cellule Jurkat. 

Tabella 4 



TRATTAMENTO 


72 ore 


Controllo 


| 2* 


I ST1326 1,0 |iM 


9% 


ST1326 5,0 |iM 


10% 


ST1326 10 pM 


10% 


ST1326 20 fiM 


12% | 
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Esempio 3 

Attivita agonista del composto ST1326 a dosi subottimali sugli effetti 
antineoplastic! della doxorubicina su cellule di epatocarcinoma 

umano (HepG2) in vitro. 

La linea cellulare tumorale HepG2 e stata fornita da ATCC (American 
Type Cell Culture - Mannas, Virginia, numero HB-8065) e successivamente 
sviluppata nel nostro laboratorio. Le cellule sono state coltivate in terreno 
MEM integrato con FCS (siero fetale bovino) al 10%, Na-piruvato 1 mM, 
L-glutamina 2 mM, aminoacidi non essenziali 0,1 mM, e antibiotici 
(penicillina/streptomicina). Tale mezzo di coltura viene definito terreno 
xompleto. Tutti i terreni e i prodotti ancillari utilizzati per la coltura sono stati 
forniti da Hyclone-Celbio, Milano. II disegno sperimentale prevedeva 
l'utilizzo del ST e di farmaci antineoplastici noti, quali la doxorubicina, verso 
cui le HepG2 presentano una notevole resistenza, per verificare l'azione 
agonista dei composti utilizzati. Per tale motivo la concentrazione di ST 
utilizzata e stata quella che da precedenti esperimenti risultava essere solo 
parzialmente in grado di indurre uh effetto tumoricida (0,1 uM; -50% di 
mortalita cellulare) L'esperimento e stato eseguito utilizzando piastre da 96 
pozzetti e aggiungendo a cellule HepG2 a semiconfluenza i seguenti 
composti : 

doxorubicina alle dosi 0,25, 0,5, 5,0 |ng/mL; 
ST alia dose 0,1 \iM in combinazione con. doxorubicina alia dose '0,25 




Dopo 24 ore di incubazione il terreno contenente la doxorubicina alle 
diverse concentrazioni e la combinazione dei due composti e stato rimosso e 
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le cellule sono state lavate con terreno completo. L'effetto antineoplastico e 
stato valutato dopo 3 giorni dairinizio del trattamento con i composti in 
esame in confronto a cellule di controllo incubate con terreno completo per lo 
stesso periodo. 

La tabella 5 evidenzia come la doxorubicina solo al dosaggio piu 

* 

elevato (5,0 |ig/mL) b in grado di indurre una significativa mortalita cellulare. 
L'aggiunta di ST e di doxorubicina a concentrazioni pari a 0,1 e 0,25 
(ig/mL rispettivamente, ha permesso di dimostrare l'effetto tumoricida 
agonista della combinazione delle due molecole. La mortality cellulare e stata 
calcolata in percentuale (media±deviazione standard) rispetto a 10.000 eventi 
^acquisiti. 

Tabella 5 



TRATTAMENTO 


3 giorni 


Controllo 


10,8±1 


Doxorubicina 0,25 |ag/mL 


11,2±1,5 


Doxorubicina 0,5 jag/mL 


22,7±3,5 


Doxorubicina 5,0 \xg/mL 


48,6±4,1 


ST1326 0,1 (iM 

+ 

Doxorubicina 0,25 |Lig/mL 


93,2±2,7 



Esempio 4 

Attivita antineoplastica in vivo del composto ST1326 in ratti portatori di 
tumore di Yoshida 

Ratti maschi Wistar (Morini s.r.l.) 5 P^o 190-200 g, sono stati stabulati 
alia temperatura di 22±2°C, con un ciclo di illuminazione di 12 ore di luce/ 12 
ore di buio, con acqua e cibo (dieta standard) ad libitum. Un gruppo di ratti b 
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stato inoculato intraperitonealmente con lOxlO 7 cellule AH-130 Yoshida 
ascites hepatoma (Llovera et al. Int. J. Cancer 61:138-41; 1995) gentilmente 
donate dal professor JM Argiles. Dopo 5-7 giorni dall'inoculo i ratti hanno 
sviluppato ascite evidenziabile gia dall'esame macroscopico dell'addome. La 
paracentesi ha permesso di rilevare la presenza di circa 80-100 ml di fluido 
ascitico talvolta di aspetto emorragico contenente in media circa 
15-20xl0 6 /mL cellule tumorali. 

II protocollo sperimentale ha previsto che in settima giornata 
dall'induzione dell'ascite 15 animali (trattati) ricevessero 2 ml di una 
soluzione salina tamponata contenente ST (25 mg/kg i.p.), mentre altri 15 
,animali (controllo) ricevessero la sola soluzione tamponata. Lo stesso 
trattamento e stato quindi effettuato a giorni alterni per una settimana per un 
numero complessivo di trattamenti pari a 4 per animale. II dosaggio e stato 
scelto sulla base di studi preliminari che hanno permesso di evidenziare il 
raggiungimento di una concentrazione plasmatica di ST pari a 6,1 uM dopo 5 
ore dalla somministrazione intraperitoneale del prodotto. Gli animali sono 
stati successivamente mantenuti sotto osservazione per successive 3 settimane 
(follow-up) valutando il versamento ascitico, la presenza di eventuali masse 
neoplastiche sottocutanee nella sede dell'inoculo e la mortalita. 

Per quanto riguarda la mortalita il dato piu significativo e risultato 
essere la soprawivenza degli animali trattati per tutte le 3 settimane di 
follow-up, mentre tutti i ratti di controllo sono deceduti tra la prima e la 
seconda settimana di follow-up. 

L'analisi autoptica degli animali di controllo ha permesso di 
evidenziare la presenza di liquido ascitico contenente le cellule tumorali in 
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cavita addominale, un'iperplasia delle placche del Peyer intestinali, l'assenza 
di lesioni tumorali coinvolgenti gli organi addominali e infine lo sviluppo di 
una lesione tumorale a ridosso della fascia muscolare nella zona di inoculo 

■ 

delle cellule neoplastiche. I ratti trattati sono stati sacrificati alia fine della 
terza settimana di osservazione e l'esame autoptico non ha evidenziato alcuna 
alterazione nella cavita addominale ne la presenza di cellule tumorali nel 
liquido ascitico e nell'area di inoculo. 

Una sinopsi dei dati sperimentali e illustrata nelle tabelle 6 e 7. 

Tabella 6 



• 


Sopravvivenza 
a 1 settimana 
di follow-up 


Sopravvivenza 
a 2 settimane 
di follow-up 


Sopravvivenza 
a 3 settimane 
di follow-up 


N° animali trattati 
con soluzione salina 
tamponata 
sopravvissuti 


11 


1 


0 


N° animali trattati 
con ST1326 
1 sopravvissuti 


15 


15 


15 



Tabella 7 





Presenza di cellule 
tumorali in cavity 

addominale 
all'analisi autoptica 


Presenza di 
massa 
tumorale nella 
zona di inoculo 


Presenza di 
cachessia 


N° animali 




* 




trattati con 


15 


10 




I soluzione salina 






{tamponata 




• 




N° animali 
trattati con 
ST1326 


0 


0 


i J 



Dati sperimentali ottenuti utilizzando altre vie di somministrazione 
(orale o i.v.) hanno dimostrato l'efficacia del trattamento anche se a dosaggi 
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differenti rispetto a quello i.p. (orale: 100 mg/kg; i.v.: 2 mg/kg). 
Breve descrizione della figura 

I dati relativi alia vitality cellulare sono espressi come percentuale 
rispetto al numero di cellule vitali delle colture di controllo considerato pari al 
100%. (E= etomoxir; ST1326= composto saggiato)- Come si nota dal grafico 
dimostrativo, gia dopo 24 ore si rileva una significativa riduzione del numero 
di cellule in coltura a concentrazioni di ST al di sotto di 10 nM. Alle stesse 
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RIVENDICAZIONI 

1 Uso di un composto di formula generale (I): 

X + -CH 2 -CH-CH 2 -Y" 
I 

. Z 

dove X + e scelto tra N + (Ri, R 2 , R 3 ) e P + (Ri, R 2 , Rs), in cui Rj, R 2 , R 3 
sono scelti tra H ed alchili uguali o diversi, lineari o ramificati, aventi da 1 a 9 

atomi di carbonio, 

-CH=NH(NH 2 ), -NH 2 , -OH; oppure uno o piu tra Ri, R 2 e R 3 formano 
con l'azoto un sistema eterociclico saturo o insaturo, monociclico o biciclico; 
con la condizione che almeno uno tra K u R-2, R3 e diverso da H; 

Z e scelto tra: 

-OR4, 

-OCOOR,, 

-OCONHR4, 

-OCSNHR4, 

-OCSOR4, 

-NHR4, 

-NHCOR4, 

-NHCSR4, 

-NHCOOR,, 

-NHCSOR4, 

-NHCONHR,, 

-NHCSNHRj, 

-NHSOR4, 

-NHSONHR,, 
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-NHSO2R4, 
-NHSO2NHR4, 

-SR4, 

dove R, e un alchile avente da 2 a 20 atomi di carbonio; 
Y" e scelto tra -COO-, -PO3H-, -OPO3H-, tetrazolato-5-il, 
per la preparazione di un medicamento antitumorale. 
2. Uso secondo la rivendicazione 1 di un composto di formula I, dove, 

indipendentemente uno dall'altro: 

X e scelto tra trimetilammonio, morfolinio, piridinio, pirrolidinio, 

chinolinio, chinuclidinio; 

R 4 e scelto tra eptile, ottile, nonile, decile, undecile, dodecile, tridecile, 
tetradecile, pentadecile, esadecile, eptadecile, octadecile, nonadecile, 
eicosile;. 

Z e scelto tra i gruppi ureido (-NHCONHPm) e carbammato 
(-OCONHR4). 

3. Uso secondo la rivendicazione 2 di un composto scelto dal gruppo 
comprendente: 

R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbammoil)-ammino-butirrato 

R,S-4-chinuclidinio-3-(tetradecilossicarbonil)-ossi-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbammoil)-ossi-butirrato 

Acido R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilossicarbonil)-ossi-butirrico cloraro 

R,S-4-trimetilfosfonio-3-(nonilcarbammoil)-ossi-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3 -(ottilossicarbonil)-ammino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilossicarbonil)-ammino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-ottilossi-butirrato 
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♦ 

R j S_4-trimetilaiiimonio-3-tetradecilossi«butirrato 
R,S-l-guanidinio-2-tetradecilossi-3-(tetrazolato-5-il)-propano 
R,S-l-1ximetilammonio-2-tetradecilossi-3-(tetrazolato-5-il)-propano 
R,S-3-chinuclidinio-2<tetradecilossicarbonil)-ossi-l-propanfosfonato 

monobasico 

R,S-3-trimetilammonio-2<nonilammmocarbonil)-ossi-l-proanfosfonato 
monobasico 

Acido R,S-3-priridinio-2<nonilamminocarbonil)-ossi- 1 -propanfosfonico 
cloruro 

R-4-trimetilammonio-3-(tetradecilcarbammoil)-ainmino-butirrato 

■ 

R-4-trimetilammonio-3-(undecilcarbammoil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilammonio-3-(eptilcarbammoil)-ammino-butirrato 

R 5 S-4-trimetilammonio-3<noniltiocarbammoil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilainmonio-3-(nonilcarbammoil)-ammino-butirrato 

S-4-trimetilammonio-3-(nonilcarbanunoil)"ammino-butirrato 

S-4-trimetilammonio-3-(tetradecilcarbammoil)-ammino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-tetradecilammino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-ottilanimino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-(decansolfonil)-ammino-butirrato 

R,S-4-trimetilammonio-3-(nonilsulfamoil)-ammino-butirrato 

S-4-trimetilammonio--3-(dodecansolfonil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilammonio-3-(dodecansolfonil)-ammino-butirrato 

S-4-trimetilamiTionio--3-(undecilsulfamoil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilammonio-3^undecilsulfamoil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilammonio-3--(dodecilcarbainoil)-ainmino-butirrato 



R-4-tximetilammonio-3-(10-fenossidecilcarbamoil)-ammino-butirrato 

R-4-trimetilammonio-3 -(trans -b-stirenesolfo^ 

4. Uso secondo la rivendicazione 3 del composto R-4-trimetilammonio-3- 
(teti-adecilcarbammoil)-ammino-butirrato. 

5. Uso di un composto (I) secondo le rivendicazioni 1-4 per la 
preparazione di un medicamento antitumorale da utilizzare nel trattamento 
delle leucemie o degli epatocarcinomi. 

6. Preparazione terapeutica contenente un composto secondo le 
rivendicazioni 1-4 in combinazione con un agente antitumorale scelto tra 

4 

composti citotossici o citostatici, antimetabolite alcaloidi, antibiotici, agenti 
alchilanti, peptidi, modificatori della risposta biologica, citochine, 
per uso simultaneo, separato o sequenziale nel trattamento del tumore. 

7. Preparazione secondo la rivendicazione 6, contenente antibiotici 
antraciclinici. 

8. Preparazione secondo la rivendicazione 7, dove detto antibiotico e 
doxorubicina. 

Milano, 12 febbraio 2004 

II Mandatario 

(Banfi Paolo) B 
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